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(54) Peptide als Agonisten und/oder Inhibitoren der Amyloidbildung und/oder Zytotoxizitat sowie 
der Verwendung bei der Alzhelmer'schen Krankheit, beim Typ il Diabetes mellitus und bei 
spongiformen Encephalopathien 



(57) Die Erfindung betrifft ein Peplid als Agonist 
und/oder Inhibitor der Amyloidbildung, wobei das Peptid 
3-15 Aminosauren aufweist und mindestens die wirk- 



same Peptidsequenz GA umfaBt. 



Sequenz (20-29) von hlAPP: 
Sequenz (25-34) von P-AP: 
Sequenz (110-119) des PrP: 
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Abb. 1: Anordnung der homologen Sequenzen von IAPP, P-AP und dem Prionprotein (PrP). Homologe 
Reste sind unterstrichen : konservative Substitutionen sind in fett. 
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Beschrefbung 

Die Erfindung betrifft Peptide mit 3 - 15 Aminosauren, die als Agonisten und/oder Inhibitoren der Amyloidbildung 
und oder Toxizitat fungieren und deshalb bei diesbezGglich verschiedenen Krankheitsbildern eingesetzt werden kon- 
5 nen. 

Neue Strategien und Wirkstoffe zur Therapie und Diagnose der o.g. amyloiden Krankheiten sind weltweit stark 
umforscht. Eine Moglichke'rt zur Behandlung dieser Krankheiten mit MedikamertervPharmazeutika gibt es jedoch noch 
nicht. Der vorherschenden Lehrmeinung nach sind bestimmte, fQr jede KrankheK spezif ische amyloide Proteine durch 
ihre Amyloidogenese Oder Aggregation ursachlich verarrtworiich fQr das Entstehen der amyloiden Krankheiten. Der 

10 Mechanismus zur Amyloidogenese und dem damit zusammenhangenden Zelltod (Zytotoxizitat) bei diesen Krankheiten 
ist jedoch weitgehend unbekannt und entsprechende hochspezifische Inhibitoren sind daher noch nicht identifiziert 
worden. Pharmazeutika zur Behandlung der amyloiden Krankheiten auf der Basis solcher Inhibitoren wurden also 
ebenfalls noch nicht entwickelt 

Ebenso haben die durch die Amyloidbildung (Bildung von uniosiichen Proteinaggregaten, den sogenannten amy- 

15 loiden Strukturen) verursachten proteinchemischen, technisch-analytischen Probleme bisher keine Analytik der Amy- 
loidbildung erlaubt. Das hat dazu beigetragen. daS der Mechanismus der Amyloidbildung noch weitgehend 
unaufgeWart ist. Auf der Amyloidbildungsanalyse aufbauende diagnostische Verfahren (schnelle in vitro-Tests zur 
Bewertung von Menge, Zeitablauf und Qual'rtat der amyloiden Strukturen) existieren daher bei den genannten Krank- 
heiten ebenfalls noch nicht Zum Beispiel kann eine Diagnose bei der Alzheimer'schen nur symptomatisch (anstei- 

20 gende VergeBlichkeit Oder ahnliches) Oder post mortem durchgefQhrt werden. es konnen z.B. keine zuverlassigen 
Bluttests zu Lebzerten der Patienten durchgefQhrt werden. 

Ausgehend hiervon ist es deshalb die Aufgabe der Erfindung, geeignete Peptide vorzuschlagen, die als Agonisten 
und/oder Inhibitoren der Amyloidbildung und/oder Zytotoxizitat fungieren konnen. 

Die Aufgabe wird durch die kennzeichnenden Merkmale des Anspruchs 1 gelost Die Unteranspruche zeigen vor- 

25 teilhafte Weiterbildungen auf. Die Verwendung der Peptide ist in den AnsprOchen 7 bis 9 angegeben. 

ErfindungsgemaB werden danach Peptide mit 3 - 15 Aminosauren vorgeschlagen, die mindestens die wirksame 
Sequenz GA entharten. Es hat sich gezeigt, daB diese Peptidmolekule ais Inhibitoren und/oder Agonisten derjenigen 
amyloiden Peptide/Proteine fungieren, welche die amyloiden Krankheiten Alzheimer'sche Krankheit, Typ II Diabetes 
meliitus und Spongiforme Encephalopathien (z.B. CreutzfekJ-Jacob-Krankheit, Scrapie Krankheit, BSE) verursachen. 

30 Die erfindungsgemaBen PeptidmolekQIe sind in der Lage, die Amyloidogenese Oder Aggregation der amyloiden Pep- 
tide/Proteine p-Amyloides Peptid Oder p-AP (bei der Alzheimer'schen Krankheit). Amylin/IAPP (beim Typ II Diabetes 
meliitus) und Prion-Protein (bei den spongrformen Encephalopathien) zu hemmen. Durch die erreichte Inhibition der 
Amyloidogenese der krankheitsverursachenden Peptide/Proteine wird auch die durch aggregiertes p-AP, Amylin/IAPP 
oder Prion-Protein verursachte zytotoxische Wirkung auf Gewebszellen inhibiert 

35 Die Erfindung bietet folgende Vorteile gegenOber dem Stand der Technik: . 

Einfache Chemosynthese in hoher Reinheit und Ausbeute nach gangigen Methoden der Festphasenpeptidsyn- 
these (die hier beschriebenen Peptide sind i.d.R. kOrzer als die bisher beschriebenen potentiellen Inhibitoren und 
bestehen aus nur einer Art Chemischer Bausteine [= Aminosauren]. 

40 

Hohe biologische Stabilitat. die durch den einfachen chemischen Einbau unnatOrlicher Aminosauren noch erhOht 
werden kann. 

- Breite biologische und damit potentiell therapeutische Anwendbarkeit (der hohe Homologiegrad zwischen den ent- 
45 sprechenden Sequenzen der amyloidbildenden Peptide/Proteine ermogiicht den uberlappenden Einsatz der Inhi- 
bitoren in alien drei Krankheiten. 

Geringe Nebenwirkungen und geringe Antigenizitat beim Einsatz als Therapeutikum (die Peptide weisen aufgrund 
ihrer geringen GroBe eine Weine Tendenz zur Induktion von Immunreaktionen im Patienten auf; andere in der Lhe- 
so ratur beschriebene Inhibitorkandidaten (siehe oben Antikorper oder hOhermolekulare Serumkomponenten und 
sind ca. 200-300 mal grOBer als die hier beshriebenen Peptide). 

Hohe biologische Aktivitat in vitro und damit hohe vorhersagbare biologische Aktivitat in vivo. 

55 - Damit hohe Vorhersagbarkeit einer therapeutischen Anwendung. 

Es hat sich gezeigt. daB f Or die drei eingangs beschrieben n Anwendungsgebiete jeweils unterschiedliche Peptide 
besonders geeignet sind. die jedoch alle untereinander Homologie aufweisen (Abb. 1). Nachfolgend werden die einze- 
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len Peptide fQr die drei Gruppen nSher eriautert. 

Die geeignete Peptidsequenz, welche fOr die Amyloidbildung und Zytotoxizitat von IAPP ausreichend ist, ist die 
Sequenz FGAIL (Einbuchstabencode), welche die Aminosaurereste 23 - 27 von IAPP umfaBt. Eine Veriangerung die- 
ser Sequenz in Richtung des N-Terminus von IAPP ergibt gleichfalls Heine (< 10 Aminosaurereste) Peptidfragmente, 

5 welche Fibrillen (eine geordnete Aggregatstruktur, die typisch fur amyloide Krankheiten ist) bilden konnen und Zytoto- 
xizitat aufweisen. Zur spontanen Aggregation, d.h. Herstellung einer ubergesattigten Peptidlosung dieser Peptide, wird 
eine 100 - 100fach hohere Konzentration, verglichen mit IAPP, benOtigt Diese Sequenzen wurden als kieinmolekulare 
Inhibitoren der Amyloidbildung von IAPP erfolgreich eingesetzt, da sie die kurzeste und for die Aggregation von IAPP 
notwendige Peptidsequenz enthalten. Diesem Effekt liegt der Aggregationsmechanismus von IAPP und gleichermaBen 

io anderer amyloidbildender Peptide (wie p-AP und dem Prion-Protein) zugrunde. Dabei erfolgt die Aggregation und Amy- 
loidbildung durch eine intermolekulare p-Fattblatt-Bildung, wofur intermolekulare (zwischen den MolekOlketten) Was- 
serstoffbrucken und hydrophobe Wechselwirkungen zwischen den Seitenketten bestimmter Aminosaurereste 
notwendig sind. Diese p-Faltblatt-Struktur fOhrt zu einer nicht-konvalenten Bindung zwischen zunachst zwei und 
anschlieBend mehreren lAPP-MolekOlen, welche daraufhin unlOsliche Aggregate/Amyloid-Strukturen bilden. Der Wir- 

15 kungsmechanismus (Inhibition) der erf indungsgemaBen Peptide besteht darin, die aggregationsfordernden, intermole- 
kularen Wechselwirkungen zwischen zwei lAPP-Molekulen zu unterbinden. Letzteres wird dadurch erreicht, daB die 
Peptide selber diese Wechselwirkungen mit IAPP eingehen. Somit entsteht eine Kompetition (Agonismus) zwischen 
IAPP und den Peptiden urn die freien "Bindungsstellen" von IAPP. Auf der agonistischen Wirkung dieser Peptide beruht 
auch ihr potentieiler Einsatz als Krankheits-Diagnostika. Dadurch. daB die lOsliche Form der Peptide und bzw. niedrige 

20 Konzentrationen (micromolar) weder aggregieren noch Zytotoxizitat aufweisen, wird ihr Einsatz als Inhibitoren und Typ 
ll-Diabetes-Diagnostika ermoglicht. 

Folgende Peptidsequenzen wurden synthetisiert und als Inhibitoren der Amyloidbildung und Zytotoxizitat von IAPP 
eingesetzt: GAIL. FGAIL. NFGAIU NNFGAIL, SNNFGAIL, NGGAILSS, SNNFGAILSS, wobei die einzelnen Buchsta- 
ben fur Aminosauren nach dem Einbuchstabencode stehen. DarOberhinaus werden H-Molekule der AmkJbindungen 

25 der obigen Peptidsequenzen durch eine Methyl-Gruppe ersetzt, urn die durch p-FaKblattbildung induzierte Aggregation 
der Peptide zu unterbinden. Die Methyl-Gruppen wurden bei jeder zweiten Amidbindung eingef Qhrt, jedoch variierte die 
Zahl der eingefuhrten Methyl-Gruppierungen. Die hergestelrten Peptidanaioga enthahen eine Zahl von N-methylsubsti- 
tuierten Amidbindungen, welche sich zwischen einer und der Haifte der vorhandenen Amidbindungen pro Molekul 
erstreckt. Dem Design dieser Klasse von Aggregationsinhibitoren liegt die Uberlegung zugrunde, daB durch die EinfOh- 

30 rung der Methylgruppe bei jeder zweiten Amidbindung die Dimerisierung oder die nicht-kovalente Bindung der Weinmo- 
lekuiaren Peptidsequenzen an IAPP nicht beeintrachtigt, die sonst nachfolgende nicht-kovalente Expandierung der p- 
Faltblattstrukturen, welche zur Aggregation fQhrt jedoch weitgehend ausgeschaltet wird. Im fblgenden werden repra- 
sentative Beispiele dieser SubstanzWasse. welche als Aggregationsinhibitoren von IAPP erfolgreich eingesetzt wurden, 
benannt: (N-Me)-GA-(N-Me)IL. F(N-Me)«GA-(N-Me)tL, NF(N-Me)-GA-(N-Me)IU NNF(N-Me)-GA-(N-Me)IL, SNNF(N- 

35 M e) -G A-( N-M e) IL, NF(N-Me)-GA-(N-Me)ILSS. SNNF(N-Me)-GA-(N-Me)-GA-(N-Me)IU G(N-Me)-Al(N-Me)-U FG(N- 
Me)-AL(N-Me)-U NFG(N-Me)-AI(N-Me)-L. NNFG(N-Me)-AI(N-Me)-L, SNNFG(N-Me)-Al(N-Me)-L, NFG(N-Me)-AI(N- 
Me)-LSS, SNNFG(N-Me)-AI(N-Me)-LSS. FGA(N-Me)-IL. NFGA(N-Me)-IL, NNFGA(N-Me)- IL, SNNFGA(N-Me)-IL, 
NFGA(N-Me)-ILSS, SN(N-Me)-NFGAILSS. N-Me)-SN(N-Me)-NFGAILSS, (N-Me)-SN(N-Me)-NF(N-Me)-GAILSS etc. 
Bei dem geeigneten Peptid, welches sich fur die Amyloidbildung und Zytotoxizitat von p-AP einsetzen laBt, handelt 

40 es sich urn Sequenzbereiche von p-AP, welche sich zwischen den Aminosauren 25 und 34 befinden. In Analogie zur 
Sequenz 23 - 27 von IAPP wurde in p-AP die Sequenz 28 - 32 (KGAII) als die geeignete Sequenz L welche fur die Amy- 
loidbildung und Neurotoxizitat des GesamtmolekOls p-AP ausreicht, gefunden. Aus den gleichen Oberlegungen wie im 
Falle der lAPP-Amyloidbildungsinhibitoren wurden die folgenden zum IAPP homologen p-AP Sequenzen synthetisiert 
und als Inhibitoren der p-AP-Amyloidbildung und -Neurotoxizitat eingesetzt: GAIl. KGAII, NKGAIl, SN KGAII, GSNK- 

45 GAIl, NKGIIGL, GSNKGAIIGL Fernerhin, wie oben beschrieben, wurden auch Analoga mit substituierten Amidbindun- 
gen hergestellt. Die Strukturen dieser Analoga wurden nach dem gleichen Prinzip wie die N-methylierten Inhibitoren 
der lAPP-Amyloidbildung (siehe oben) designed. Im folgenden werden reprasentative Beispiele dieser SubstanzWasse 
aufgelistet: (N-Me)-GA-(N-Me)ll, K(N-Me)-GA-(N-Me)ll. NK(N-Me)-GA-(N-Me)-ll, SNK(N-Me)-GA-(N-Me)ll, GSNK(N- 
Me)-GA-(N-Me)ll, NK(N-M e)-GA-(N-Me) I IGL, GSNK(N-Me)-GA-(N-Me)II. G(N-Me)-AI(N-Me)-I. KG(N-Me)-AI(N-Me)-I, 

so NKG(N-Me)-AI(N-Me)-I, SNKG(N-Me)-AI(N-Me)-I, GSNKG(N-Me)-AI(N-Me)-I. NKG(N-Me)-Al(N-Me)-lGU GSNKG(N- 
Me)-AI(N-Me)-!GU KGA(N-Me)-ll, NKGA(N-Me)-ll, SNKGA(N-Me)-ll. GSNKGA(N-Me)-IIGU GS(N-Me)-NKGAIIGL, 
(N-Me)-GS(N-Me)-NKGAIIGU (N-Me)-GS(N-Me)-NK(N-Me)-GAIIGL etc. 

Die geeigneteste Sequenz, welche fur die Amyloidbildung und Zytotoxizitat von PrP ausreichend ist, ist AGAVV. Es 
handelt sich hier urn eine Teilsequenz aus der Sequenz 110 - 1 19 PrP. Weitere Sequenzen, die als Aggregations und 

55 Toxizitatsinhibitoren von PrP Verwendung finden, sind: GAIL, AAGAW, VYYGAW, HVAAGAW, AAGAWGG, HVAA- 
GAWGG. Auch die entsprechenden N-methylierten Peptidsequenzen - analog zu den lAPP-Derivaten (siehe oben - 
sind als Aggregations- und Toxizitatsinhibitoren geeignet Im folgenden werden eintge reprasentativ Beispiele der N- 
methylierten Analoga aufgefuhrt (N-Me)-GA-(N-Me)VV, A(N-Me)-GA-(N-Me)W, AA(N-Me)-GA-(N-Me)W, AAGA(N- 
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Me)-WGG, HV( N-Me) -AAGAWGG, (N-Me)-HV(N-Me)-AAGAWGG, (N-Me)-HV(N-Me)-AA(N-Me)-GAWGG etc. 
Bei der Erfindung handelt es sich somit urn peptidische Molekflle, welche als Grundstrukturen (TemplatmolekQIe) 

zur Inhibition und Analyse der Amyloidbildung und Zytotoxizitat bei amyloiden Krankheiten verwendet werden kfinnen. 

Dabei wirken diese Peptide auf die fur die amyloiden Krankheiten verarrtwortiichen Molekule (ihrerseits amyloidbil- 
5 dende Peptide und Proteine ein. Die Peptide sind somit entweder selber Inhibitoren oder Agonisten der Amyloidbildung 

und Zytotoxizitat oder konnen als Template for die Identifizierung und Herstellung weiterer Inhibitoren und Agonisten 

dienen oder kfinnen als molekulare Werkzeuge bei der Analyse eingesetzt werden. 

Diese Peptide finden Anwendung als pharmazeutische Inhibitoren der Amyloidbildung und Zytotoxizitat oder als 

molekulare Werkzeuge zur Analyse der Amyloidbildung und Zytotoxizitat bei amyloiden Krankheiten. Somit handelt es 
10 sich urn potentielle Pharmaka und Analytika zur Behandlung und Diagnose folgender auch beim Menschen vorkom- 

mender Krankheiten: 

Alzheirner'sche Krankheit. 
Typ II Diabetes mellitus, 

is Sponigfbrme Encephalopathien (z.B. CreutzfekJ-Jacob-Krankheit, Scrapie-Krankheit, BSE). 
Die diagnostische Anwendung umfaBt zwei Aspekte: 

Verwendung als molekulares Werkzeug zur weiteren Erforschung des Mechanismus der Amyloidbildung bei die- 
20 sen Krankheiten (Einsatz in Forschungsiabors und F&E-Labors). 

Potentielle Verwendung als Reagenz zur Diagnostik amyloider Krankheiten bzw. der Vorhersage solcher Krankhei- 
ten (Diagnostika-Markt). 

Die Erfindung wird nachfolgend anhand eines AusfQhrungsbeispieis naher erlautert 
2$ NFGAIL: Herstellung. Chraklerisierung, Aggregation, Testung der Fribrillenbildung, Testung der Zytotoxizitat. 
Testung der inhibitorischen Wirkung auf die Aggregation von IAPP. 

- Herstellung und CharaKterisierung 

NFGAIL wurde nach gangigen Methoden der Festphasenpeptidsynthese hergestellt. Es wurde der Wang- Anker 
30 verwendet, und die Fmoc/tBu-Synthesestrategie eingesetzt. FOr einen 1 mM Ansatz wurden 4 mmol der geschutz- 
ten Aminosauren 4 mmol TBTU und 6 mmol DIEA in DMF pro Kupplungsschritt verwendet Die Abspaltung der 
temporaren Schutzgruppen (Fmoc) erfolgte mittels 25 % Piperidin in DMF und fur die Abspaltung des Peptides 
vom Anker unter gleichzeitiger Abspaltung der permanenten Schutzgruppen der Seltenketten wurde 95 % TFA ver- 
wendet (Reaktionszeit2 h). Das Rohrprodukt wurde durch praparative RP-HPLC gereinigt und durch FAB-MS und 
35 Aminosaureanalyse charakterisiert 

• Aggregation und Testung der Fibrillenbilduno 

Die Aggregationseigenschaften wurden in 10 mM Phosphatpuffer pH 7.4 getestet. Zunachst wurde eine hochkon- 
zentrierte (1 25 - 250 mM) Stammlfisung des Peptides in DMSO hergestellt Aus dieser Lfisung wurde das Peptid 

40 direkt in die Aggregationsifisung unter mi Idem Ruhren pipettiert. Eine 5 mM Peptidlfisung aggregierte spontan und 
wies somit keine "Aggregations-Lag-Time" auf. dagegen hat sich Aggregat erst nach 9 1/2 h gebildet aus einer 
Lfisung von 3,75 mM NFGAIL (Aggregations-Lag-Time: 9 1/2 h) (Abb. 2). Femerhin erfolgte sofortige Aggregation, 
wenn vorgefertigte NFGAIL Fibrillen (NuWeationskeime) zu der 3.75 mM Losung addiert wurden (Fibrillenkonzen- 
tration 0,375 mM). Somit wurde gezeigt da(3 die Aggregation dieser Peptide nach dem sogenannten "nuWeations- 

45 abhangigen Polymerisationsmechanismus" veriauft. Letzteres ist von groBer Bedeutung. da in der Literatur die 
Meinung herrscht, daft die Amyloidbildung (in vitro) durch diesen Mechanismus verlaufen soil. Nach volistandiger 
Aggregation wurde das Prazipitat durch Zentrifugation isoliert und durch Elektronen- und Pdarisationsmikrokospie 
nach Kongorot Farbung untersucht Dadurch wurde die f ibriliare und amyloide Struktur des Aggregats bestatigt 
(Abb. 3). 

50 

- Testung der Zytptpxizitat 

Suspensionen der Peptidaggregate (hergestellt wie oben beschrieben) wurden mittels einer Rat Insulinoma 
(RINSmf) und einer humanen Astroglioma-Zellinie (HTB-14) auf Toxizitat getestet. Die frisch gelfisten Peptide wur- 
den ebenso auf Zytotoxizitat getestet. Somit konnte gezeigt werden, dafc die aggregierte Form von NFGAIL zyto- 
55 toxisch ist, wobei die losliche Form des Peptides keine Toxizitat aufwies (Abb. 4). 
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SEQUENZPROTOKOLL 



(1) ALLGEMEINE ANGABEN: 
(i) ANMELDER: 

(A) NAME: Fraunhofer Gesellschaft zur Foerderung der 

angewandten Forschung e.V. 

(B) STRASSE: Leonrodstr. 54 

(C) ORT: Muenchen 

(D) BUNDESLAND: Freietaat Bayern 

(E) LAND: Bundesrepublik Deutschland 
(F> POSTLEITZAHL: 8 063 6 

(ii) BEZEICHNUNG DER ERFINDUNG: Peptide als Agonisten und/oder Inhibitoren 
der Amyloidbildung und Zytotoxizitt sowie der Verwendung 
bei der Alzheimerschen Krankheit, beim Typ II Diabetes 
mellitus und bei spongiformen Encephalopathie 

(iii) ANZAHXi DER SEQUENZEN: 20 

{iv) COMPUTER -LESBARE FAS SUNG : 

(A) DATENTR GER: Floppy disk 

(B) COMPUTER: IBM PC compatible 

(C) BETRIEBS SYSTEM : PC -DOS /MS -DOS 

(D) SOFTWARE: Patentln Release #1.0, Version #1.30 (EPA) 

(v) DATEN DER JETZIGER ANMELDUNG: 
ANMELDENUMMER : EP 98110629.7 
<vi) DATEN DER URANMEIiDUNG : 

(A) ANMELDENUMMER: DE 19725619.8 

(B) ANMELDETAG: 17-JUN-1997 



(2) ANGABEN ZU SEQ ID NO: li 

(i) SEQUENZKENNZBICHEN : 

(A) L NGE: 4 Aminos „uren 

(B) ART: Aminos »ure 
<C) STRANGFORM: 

(D) TOPOLOGIE: linear 

(ii) ART DES MOLE KB LS : Peptid 
(iv) ANT I SENSE : NEIN 



(xi) SEQUENZBESCHREIBUNG: SEQ ID NO: 1: 

Gly Ala He Leu 
1 

(2) ANGABEN ZU SEQ ID NO: 2: 

(i) SEQUENZKENNZEICHEN : 

(A) L NGE: S Aminos „uren 

(B) ART: Aminos »ure 

(C) STRANGFORM: 

(D) TOPOLOGIE: linear 



(ii) ART DES MOLEXfiLS: Peptid 
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(xi) SEQUENZBESCHREIBUNG: SEQ ID NO: 2 

Phe Gly Ala lie Leu 
1 5 

(2) ANGABEN ZU SEQ ZD NO: 3: 

(i) SEQUENZKENNZEICHEN: 

(A) L NGE: 6 Aminos „ur en 

(B) ART: Aminos»ure 
<C) STRANG FORM : 

(D) TOPOLOGIE: linear 

(ii) ART DES MOLEKSLS: Peptid 



(xi) SEQUENZBESCHREIBUNG : SEQ ID NO: 3 

Asn Phe Gly Ala lie Leu 
1 5 

(2) ANGABEN ZU SEQ ID NO: 4: 

(i) SEQUENZKENNZEICHEN: 

(A) L NGE: 7 Aminos „ur en 

(B) ART: Amino s^ure 

(C) STRANG FORM : 

(D) TOPOLOGIE: linear 

(ii) ART DES MOLEKSLS: Peptid 



(xi) SEQUENZBESCHREIBUNG: SEQ ID NO: 4 

Asn Asn Phe Gly Ala lie Leu 
1 5 

(2) ANGABEN ZU SEQ ID NO: 5: 

(i) SEQUENZKENNZEICHEN: 

(A) L NGE: 8 Aminos „uren 

(B) ART: Aminos ^ure 

(C) STRANGFORM: 

(D) TOPOLOGIE: linear 

(ii) ART DES MOLEKSLS: Peptid 



(xi) SEQUENZBESCHREIBUNG: SEQ ID NO: 5 

Ser Asn Asn Phe Gly Ala lie Leu 
1 5 
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(2) ANGABEN ZU SEQ ID NO: 6: 

(i) SEQUENZKENNZEICHEN: 

(A} L N6E: 8 Aminos,, uren 

(B) ART: Aminos ,ure 

(C) STRANGFORM: 

(D) TOPOLOGIE: linear 

(ii) ART DES MOLEKSLS : Peptid 



(Xi) SEQUENZBESCHREIBUNG : SEQ ID NO: 6: 

Asn Phe Gly Ala He Leu Ser Ser 
1 5 

(2) ANGABEN ZU SEQ ID NO: 7: 

(i) SEQUENZKENNZEICHEN: 

(A) L NGE: 10 Aminos. uren 

(B) ART: Aminos, ure 

(C) STRANGFORM: 

(D) TOPOLOGIE: linear 

(ii) ART DES MOLEKSLS: Peptid 



(xi) SEQUENZBESCHREIBUNG : SEQ ID NO: 7: 

Ser Asn Asn Phe Gly Ala He Leu Ser Ser 
IS 10 

(2) ANGABEN ZU SEQ ID NO: B: 

(i) SEQUENZKENNZEICHEN : 

(A) L NGE: 4 Aminos, uren 

(B) ART: Aminos. ure 

(C) STRANGFORM: 

(D) TOPOLOGIE: linear 

(ii) ART DES MOLEKSLS: Peptid 



(Xi) SEQUENZBESCHREIBUNG: SEQ ID NO: B: 
Gly Ala He He 



(2) ANGABEN ZU SEQ ID NO: 9: 

(i) SEQUENZKENNZEICHEN : 

(A) L NGE: 5 Aminos. uren 

(B) ART: Aminos, ure 

(C) STRANGFORM: 

(D) TOPOLOGIE: linear 

(ii) ART DES MOLEKSLS: Peptid 
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(xi) SEQUENZBESCHREIBUNG: SEQ ID NO: 9: 
Lys Gly Ala lie He 

5 . 1 5 

(2) AN GAB EN ZU SEQ ID NO: 10: 

(i) SEQUENZKENNZEICHEN: 

(A) L NGE: 6 Amino B„ur en 
10 (B) ART: Aminos „ure 

(C) STRANGFORM: 

(D) TOPOLOGIE: linear 



(ii) ART DES MOLEK5LS: Peptid 



(Xi) SEQUENZBESCHREIBDNG: SEQ ID NO: 10 

Acn Lys Gly Ala He He 
1 " 5 

(2) ANGABEN ZU SEQ ID NO: 11: 

(i) SEQUENZKENNZEICHEN: 
25 (A) Li NGE: 7 Aminos ,ur en 

(B) ART: Aminos ,ure 

(C) STRANGFORM: 

(D) TOPOLOGIE: linear 

(ii) ART DES MOLEKsLS: Peptid 



(xi) SEQUENZBESCHREIBUNG: SEQ ID NO: 11 

Ser Asn Lys Gly Ala He He 
1 5 

(2) ANGABEN ZU SEQ ID NO: 12: 

40 (i) SEQUENZKENNZEICHEN: 

(A) L NGE: 8 Aminos^uren 

(B) ART: Aminos »ure 

(C) STRANGFORM: 

(D) TOPOLOGIE: linear 

45 (ii) ART DES MOLEKsLS : Peptid 



(xi) SEQUENZBESCHREIBUNG: SEQ ID NO: 12 

Gly Ser Asn Lys Gly Ala He He 
1 5 
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(2) ANGABEN ZD SEQ ZD NO: 13: 

(i) SEQDENZKENNZEICHEN: 

(A) L KGE: 8 Aminos »uren 

(B) ART: Aminos ^ure 

(C) STRANG FORM : 

(D) TOPOLOGIE: linear 

(ii) ART DES MOLEK5LS: Peptid 



(Xi) SEQDENZBESCHREIBDNG: SEQ ID NO: 13: 

Asn Lys Gly Ala lie He Gly Leu 
1 5 

(2) ANGABEN ZD SEQ ID NO: 14: 

(i) SEQDENZKENNZEICHEN: 

(A) L NGE: 10 Aminos „ ur en 

(B) ART: Aminos m lire 

(C) STRANG FORM : 

(D) TOPOLOGIE: linear 

(ii) ART DES MOLEK5LS: Peptid 



(xi) SEQDENZBESCHREIBUNG: SEQ ID NO: 14: 

Gly Ser Asn Lys Gly Ala He He Gly Leu 
15 10 

(2) ANGABEN ZD SEQ ID NO: 15: 

(i) SEQDENZKENNZEICHEN: 

(A) L NGE: 5 Aminos „ur en 

(B) ART: Aminos, ure 

(C) STRANGFORM: 

(D) TOPOLOGIE: linear 

(ii) ART DES MOLEKfiLS: Peptid 



(Xi) SEQUENZBESCHREIBDNG : SEQ ID NO: 15: 

Ala Gly Ala Val Val 
1 5 

(2) ANGABEN ZD SEQ ID NO: 16: 

(i) SEQDENZKENNZEICHEN: 

(A) L NGE: 6 Aminos »ur en 

(B) ART; Aminos, ure 

(C) STRANGFORM: 

(D) TOPOLOGIE: linear 

(ii) ART DES MOLEKfiLS : Peptid 
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(xi) SEQUENZBESCHREIBUNG : SEQ ID NO: 16: 

Ala Ala Gly Ala Val Val 
1 5 



(2) AN GAB EN ZU SEQ ID NO: 17: 

(A) L NGE: 7 Aminos ^uren 

(B) ART: Aminos „ure 

(C) STRANG FORM : 

(D) TOPOLOGIE: linear 

(ii) ART DES MOLEKSLS: Peptid 



(Xi) SEQUENZBESCHREIBUNG: SEQ ID NO: 17: 

Val Ala Ala Gly Ala Val Val 
1 5 

(2) ANGABEN ZU SEQ ID NO: 18: 

(i) SBQUENZKENNZEICHEN : 

(A) L NGE: 8 Aminos„uren 

(B) ART: Aminos, ure 
(C> STRANGFORM: 

(D) TOPOIOGIE: linear 

(ii) ART DES MOLEKSLS: Peptid 



(xi) SEQUENZBESCHREIBUNG: SEQ ID NO: 18: 

His Val Ala Ala Gly Ala Val Val 
1 5 

(2) ANGABEN ZU SEQ ID NO: 19: 

(i) SEQUENZKENNZEICHEN: 

(A) L NGE: 6 Aminos, ur en 

(B) ART: Aminos „ure 

(C) STRANGFORM: 

(D) TOPOLOGIE: linear 

(ii) ART DES MOLEKSLS: Peptid 



(Xi) SEQUENZBESCHREIBUNG: SEQ ID NO: 19: 

Ala Ala Gly Ala Val Val Gly Gly 
1 5 



10 



10 



EP 0 885 904 A1 



(2) ANGABEN ZU SEQ ID NO: 20: 

(i) SEQUENZKENNZEICHEN: 

(A) L NGE: 10 Aminos ^uren 

(B) ART: Aminos *ure 
<C) STRANG FORK : 

<D) TOPOLOGIE: linear 

<ii) ART DES MOLEKsLS : Peptid 



15 <xi) SEQUENZBESCHREIBUNG : SEQ ID NO: 20: 

His Val Ala Ala Gly Ala Val Val Gly Gly 
15 10 

20 . 



PatentansprOche 

25 

1 . Peptid als Agonist und/oder Inhibitor der Amyloidbildung 
dadurch gekennzeichnet, 

daB das Peptid 3-15 Aminosauren aufweist und mindestens die wirksame Peptidsequenz GA umfaSt 

30 2. Peptid nach Anspruch 1 , 

dadurch gekennzeichnet, daft es maximal 10 Aminosauren aufweist. 

3. Peptid nach Anspruch 1 oder 2, 

dadurch gekennzeichnet, daB es die wirksame Peptidsequenz GAl umfaBt 

35 

4. Peptid nach Anspruch 3, 

dadurch gekennzeichnet, daB es durch eine der folgenden Peptidsequenzen GAIL, FGAIL, NFGAIL, NNFGAIL, 
SNNFGAIL, NFGAILSS Oder SNNFGAILSS gebildet ist. 

AO 5. Peptid nach Anspruch 3, 

dadurch gekennzeichnet, daB es durch eine der folgenden Peptidsequenzen GAII, KGAII, NKGAU, SNKGAII, 
GSNKGAII, NKGAIIGL oder GSNKGAIIGL gebildet ist 

6. Peptid nach Anspruch 1 oder 2, 

45 dadurch gekennzeichnet, daB es durch eine der folgenden Peptidsequenzen AGAW, AAGAVV, VYYGAW, HVAA- 
GAVV, AAGAWGG oder HVAAGAWGG gebildet ist. 

7. Peptid nach mindestens einem der Anspruche 1 bis 6, 

dadurch gekennzeichnet. daB mindestens ein WasserstoffmolekQI der Amidbindung in der Sequenz durch eine 
so Methylgruppe ersetzt ist. 

8. Peptid nach Anspruch 7, 

dadurch gekennzeichnet, daB jedes zweite Wasserstoffmolekul durch eine Methylgruppe ersetzt ist. 

55 9. Verwendung eines Peptids nach mindestens einem der Anspruche 1 bis 4, 

zur Hersteliung eines Arzneimrttels als Agonist und/oder Inhibitor der Amyloidbildung und/oder Zytotoxizitat bei Typ 
II Diabetes mellitus. 
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10. Verwendung eines Peptids nach mindestens einem der Anspruche 1, 3 und 5, 

zur Herstellung eines Arzneimittels als Agonist und/oder Inhibitor der Amyloidbildung und/oder der Zytotoxizitat bei 
der Alzheimer'schen Krankheit 



1 1 . Verwendung der Peptide nach mindestens einem der Anspruche 1 , 2 und 6, 

als Agonist und/oder Inhibitor der Amyloidbildung und/oder Zytotoxizitat bei spongifbrmen Encephalopathien. 
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Sequenz (20-29) von hIAPP: 


S 


N 


N 


F 




A I 


L 


c 


S 


Sequenz (25-34) von p-AP: 


G 


S 


N 


K 




A I 


I 


G 


L 


Sequenz (110-119) des PrP: 


H 


V 


A 


A 


/— 


A V 


V 


G 


G 



Abb. 1: Anordnung der homologen Sequenzen von IAPP, p-AP und dem Prionprotein (PrP). Homologe 
Reste sind unterstrichen : konservative Substitutionen sind in fett. 
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Zeit (Stunden) 



Abb. 2: Aggregation von NFGAIL. Dabei wurde die Absorption bei 400 nm als Indikator fur die 
Fibrillenbildung (Lichtstreuung an partikularen Bestandteiien) in Abhangigkeit von der Zeit untersucht. 
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«7,0 -6,5 -6,0 -5,5 -5,0 -4,5 
Log(Konzentration [M]) 



Abb. 4: Testuna der Zytotoxizitat von NFGAIL. Der Umsatz des Farbstofis M l 1 \vurde als MaB 
fur die Zellvitalitat nach bekannten Pro toko lien in Abhangigkett von der Konzentration der 
Testsubstanz gemessen. 
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